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Se conocen ya las prepsiraciones de lipase iranovl 
lizada para la transe3i;erificaci6ii de grasas. Asl, en la 
solicitud de patonte Danesa ns 563/77 >. <iue corresponds a 
la patente de ES.UU* nfi 4*275*C8l, se describe una prepara 
ci6n de lipasa ininovilizada, en la quu la lipasa so produ- . 
ce por f ermen'taci6n de especies que pertenecen a los g6ne- 
ros Rhizopus, Geotrichvun o Aspergillus, y en la que la li- 
pasa se f ija so'bi'e un soporte en .partloulas indif erente 
que. puede ser tierra de infusorios o al\5iiiina, y que mues- 
tra una superficie especlfica muy ali;a'(es decir partlcu- 
las de soporte pequenas y porosas) para lograr la activi- 
dad eii^zirndtica elevada necesaria. La interesterif icaci6n 
puede efectuarse de inodo discontinuo sin disolvente con e^ 
•ta preparaciCn de lipasa inmovilizada; sin embargo, con es 
ta preparaci6n de lipasa inmovilizada no puede efeotuarse 
una 'interesterif icaci6n continua en una coltoana a escala 
industrial sin la presencia de un disolvente, que ha de 3^ 
pararse despu^s, a causa del hecho antes indicado de que 
la preparaci6n consta de pequenas particulas, que durante 
el funcionamiento de la colvuma generaria una p^rdida de 
carga inaceptablemente alta. Adem^s, una comunicacidn pre- 
sentada en Enz, Eng. Kashikooima, Jap6n, 20-25 sept, I98I 
y el articulo publicado en el European Jovimal of Applied 
Microbiology and Biotechnology, n2 14, pdginas 1-5 (1982) ^ 
indica que una preparaci6n de lipasa inmovilisada que com- 
prende lipasa de Rhisopvis delemar y una resina cambiadora 
de aniones fuerte (con grupos aiaonio cuatemarios) piiede 
usarse para la interesterif icaci6n con n-hexano como disci 
veiite. Lb recuperaci6n de ensiiaa segdn estas referencxas 
es muy baja, sin embargo. Ad eiads, en la solicitud de paten 
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to Europea publicada con el de publicaci6n OO69599 se 
describe una reestructuraoidn o redisposicidn enzimd1;ica ■ 
de grasa, en la que se usa vxia lipasa de especie Aspergi-. 
llus, especie Rhizopus, Mucor javanicus o Mucor miehei co- 
mo ensima de in-teresterificacidn. El enzima estd soportado 
sobre vxi soporte, per ej. Celite^ En todos I03 ejemplos de 
esta solicitud de patente Euxopea, refer ante a la interes- 
terixicaci^n continua en una coluiima, se usa un disolven- 
"te, 

Asl pues, en los procedimientos de la t^cnica an 
terior el disolvente se usa para disininuir la viscosidad 
del material graso de partida, para asegurar un funciona- 
Diiento tan regular de la columiaa como sea posxble. Hasta 
aborase ba considerado prdcticamente imposible evitar el 
disolvente en estos procedimientos de interesterif icaci6n 
continua a escala industrial, a causa de la elevada pi§rdi— 
da de carga en la columna, aun caando sean evidentes las 
ventajas t^cnicas asociadas a la eliuiinaci6n de disolvente 
de estos procediiaientos de interesterif icaci^n. 

En la solicitud de patente Europea publicada con 
el ns 35*883 se describe que puede prepararse una prepara- 
ei6n de lipasa inmovilizada destinada a la interesterifica 
ci6n de grasas poniendo en contacto una disoluci6n a.ouosa 
de lipasa microbiana con un soporte inerte en parti culas, 
y secado posterior* La preparaci6n de lipasa inmovilizada 
asi producida puede usarse para la intere3terificaci6n de 
grasas, pero s6lo si las grasas se mezclan con los $s teres, 
reiativamente costososj de alqtG.lo inferior de dcidos gra- 
ced, por ej, palmitato de metilo, que se usan como agentes 
av^ziliares para evitar los dieolventes; de otra forma svr- 
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girlan problemas de solubilidad y viscosidad. 

Asl, el objeto de la Invencidn es proporcionar 
un m^todo de prpducci6n de una preparaci6n de lipasa imo- 
vilizada que abre la posibilidad de ef ectuar la intereste- 
rificaci6n continua sin disolvente ni otro agente auxiliarj 
de un modo econ6iiiicaiiiente factible. 

Ahora, sorprendentemente y segiJn la invenci 6n, 
se ha encontrado que un ai^todo de producci6n de .una prepa- 
raci6n .de lipasa irunovilizada, que se lleva a cabo miy f d- 
cilraente, a saber, per simple mezcla de una disoluci6n 
acuosa de lipasa y una resina cambiadora de iones, y que 
comprende una combinacitfn especifica de \ma categoria espe 
cificada de resinas cambiadoras.de iones y vma propcrci6n 
especificada -de agua en la preparaci6n final de lipasa in- 
movilizada, abre la posibilidad de llevar a cabo la inter- 
est erificaci6n continua sin disolvente ni otro agente ^xa± 
liar costoso, de uji modo econ6iaicamente factible. 

Asl, el m6todo segiin la invenci6n para la produ^ 
ci6n de una preparaci6n de lipasa iimovilizada destinada a 
la interesterif icaci6n de grasas se caracteriza por el he- 
cho de que una disoluci6n acuosa de lipasa microbiana se 
pone en ccntacto con una resina cambiadora de aniones d6— 
bil, en particulas y macroporosa que contiene grupos aonini^ 
cos primaries, y/o secundarios y/o terciarios, y que mues- 
tra un tamano de particula relativariente grande, adeouado 
para el fiancionamiento de la columna sin una excesiva p6r- 
dida de carga, en condiciones en las que la lipasa estd 

unida a la resina cambiadora de aniones dtirante un periodo 

i. 

suficiente para x^nir la eantidad deseada do lipasa a la re 

sxiia caiabiadora de aniones, tras lo cual la lipasa ijoraovi- 
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lizada asl formada se separa de la fase-acuosa y la lipasa 
inmoviliz;ada separada se seca hasta vm contenido de agua 
de entre alxededor de 2 y 40^ • 

Se describe de jaodo general, en las solicitudes 
de paten-te publicadas Alemanas Nos* 2 905 671 y 2 805 950, 
las solicitudes de patent e Japonesa publicadas Nos* 
54-76892 y 57-152886, la patente de los EE.UU. ns 4 170 69€ 
y Chem Abs* Vol 82, 278l9d, que pueden iniaovilizarse ensi-. 
mas, iiiciuyendo lipasas, por medio de resinas oambiadoras 
de aniones en particulas. En primer lugar, sin embargo, no 
existe ningtfn m^todo universal de inmovilizaci6n adecuado 
para todos los enzimas y todos los sustratos, sine que ti^ 
ne que idearse im m^todo especifico de inmovilizaci6n para 
cualquier i ensima especlfico y cualquier sustrato especlfi- 
co, sobre el que se supone que el enzima acti5a. Sin embar- 
go,? en segundo lugar, las lipasas son enzimas extraordina- 
rios en el sentido de que la actividad enzimdtica actiia en 
Vina interfase entre dos fases, lo que significa que la in- 
moyili2aci6n de las lipasas es un problema muy delicado, 
que limita enormemente la utilidad de t^cnicas conocidas 
de inmovilizaci6n en el campo que comprende la inmoviliza- 
ci6n de lipasas; v^ase J» Lavayre y otros, Preparation and 
Properties of Immobilized Lipases, Biotechnology and 
Bioengineering, vol. XXIV, pp. 1007-1013 (1982), John 
Wiley & Sons. En tercer lugar, la combinaci6n de lipasa y 
resina cambiadora de aniones d6bil macroporosa y en parti- 
culas no se describe en la bibliografla indicada en el co- 
mi enzo de este pdrrafo, y menos atin que esta nueva combina 
cidn d6 lugar al sorprendente ef ecto t^cnico con respecto 
a la interestorificaci6n continua sin disolvente ni otro 
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agente avixiliar costoso. 

Ademds, de un artlculo de.Yoshiharu Kimvtra y 
otros^ "Application of Immobilized Lipase to Hydrolysis of 
Triacylglyoeride" en Eur. J. Appl* Microbiol. Biotechnol. 
(1983) 17:107-112, se deduce que se ha azsado una prepara- 
ci6n de lipasa ininovilizada sobre vuia resina cambiadora de 
aniones para la hidrdlisis de. grasas. En primer Itigar, la 
aplicaci<5n- principal de la prepa9:"aci 6n de . lipasa inmovili- j 
zada producida por Jaedio del in6todo seg&ti la invenci6n es. 
la intere3terificaci6h, laientras que la hidr6lisis y la 
sintesis de grasas son aplicaciones menos ixnportantes se- 
g6xi la invenci6n, que se explicar&a m^s adelante con mds 
detalle en esta menoria descriptiva. Y en segundo lugar, 
se deduce' del artlculo que el rendimiento de actividad es 
menor de 1^, v6ase la tabla 1 en la pdgina 109 f compare 
ci6n con un rendimiento de actividad tlpicamente superior 
a 80^ en relaci6n a la preparaci6n de lipasa inmovilisada 
producida por medio del m§todo segiin la invenci6n. Esto cor 
firma la aseveracidn anterior de que la inmovilizaci6n de 
lipasa es un problema muy delicado. 

La expresidn "tamano medio de parti cula relativa 
mente grande" se usa con la intenci6n de ref erirse al tama 
no medio de partlcula del product© que se describe en la 
solicitud de patente Danesa n2 563/77 1- y del que la mayo- 
rla de las parti ciilas tienen vai tamafio de partlcula manor 
de alrededor de 50 mi eras. Se ha encon trade que la tempera 
tura no tiene vm gran efecto en el rendimiento de. la acti- 
vidad, ya que se ha mostradc experimentalmente que ei ren- 
dimiento de actividad es virtualmente independiente de la 
temperatujra, en el caso m que la temperatura diirante la 
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ixanovili2aci6n .se mantenga entre 5 y 35-C. ' * 

Para no desactivar el enzima, las interesterif i- 
caciones de la t Monica anterior se efecttian a temperattira 
relativamente baja. Esto se hace posi"ble por la presencia 
del disolvente, q.ue es capaz de disolver la grasa, que po- 
drla tener un punto de fusi6n relativamente alto. Se ha en 
contrado, sorprendentemente, que la preparaci6n de lipasa 
inmovilizada pro'ducida por el m^todo segiin la invenci6n 
tiene una estatilidad svif iciente en la grasa f undida a una 
temperatura relativamente inds alta. AdemAs, la p^rdida de 
carga a trav^s de la coliunna de interesterif icaci6n carga- 
da con la pre^aracidn de lipasa inmovilizada producida por 
el m^todo segiia la invenci6nj es suf ioientemente baja para 
permitir un fxmciohamiento uniforme. Asimismo, y sorpren- 
dentemente, se ha encontrado . que la combinaci 6n liaica de 
condiciones de contacto, resina cambiadora de iones y con- 
tenido de agua genera una elovada actividad especlfica de 
lipasa en la mezcla de grasas fimdidas, contrariamente a 
todos los intentos anteriores para proporcionar una- prepa- 
raci6n de lipasa inmovilizada destinada al uso sin disol- 
vente. Ademds, mientras que los procedimientos de la t Moni- 
ca anterior de la clase descrita en la solicitud de paten- 
te Danesa n5 563/77 han requerido una lipasa purificada pa 
ra dar una preparaci 6n utili sable de lipasa, se ha encon- 
trado sorprendentemente que la preparaci 6n de lipasa inmo- 
vilizada segiin la inve;ici6n puede prepararse con base en 
xm producto de lipasa m&s bien bruto. Ademds,- mientras que 
Id- preparaci6n de los procediiaientos de la tficnica anterioi 
de. la clase descrita en la solicitud de patente Danesa ns 
563/77 han implicado el uso de vm disolvente orgdnieo para 
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depositar la lipasa sobre el soporte,. no se necesita tal 
disolvente orgdnico para la obtenci6n de la preparaci6n de 
lipasa irunovilizada segiin la invenci6n, q.ue puede preparar 
se muy fdciltnen.te g61o mezclando soporte y una disoluci6n 
de lipasa acuosa* Ademds, mientras que la actividad de li- 
pasa se elimina fdcilmente por lavado o de otro nodo de la 
preparacidn de la t6cnica anterior de la clase descrita en 
la solicitud de patente Danesa ns 563/77, se ha encontrado 
que la lipasa en la preparaci6n de lipasa inmovilizada pro 
ducida por el in6-todo seg&i la invenci6n es pr^cticamenvO 
imposible de.separar de la preparaci6n, si no se somete a 
traiiamientcB qutmicos o fisicos adversos, por ejemplo a con 

. i . 
.-• i 

diciones adversas de pH y temperatura* Pirialaente, se ha 
encontrado que la preparaci6n de lipasa iiunovilizada produ 
cida por el m^todo segdn la invencifin puede prepararse con 
una":elevada recuperaci6n de enzima que abre la posibilidad 
do una interesterif icaci6n continua mds barata que las in- 
teresterif icaciones de la t^cnica anterior. 

En una realizaci6n pr.eferida del la^todo seg&n la 
invenci^n, la lipasa es xma lipasa termoestable. Con.ello . 
es posible una tempera tura superior de interesterificaci<5nj 
y por lo tanto una mayor produotividad. Ademds, por medio 
de esta realizaci6n es posible producir \zna preparaci6n de 
lipasa inmovilizada que .es muy adecuada para la inter est e- 
rificaci6n de grasas de punto de fU3i6n mds elevado. 

En una realizaci6n pref erida del m^todo segdn la 
invenci<3n, la lipasa microbiana se deriva de una especie 
terinofilica de Mucor, especialmente Kucor miehei* El Mucor 
miehci.es un buen productor de lipasa 1,3-especifica, y 
por.: lo tanto puede obtenerse uji buen producto. 
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En una realizaci6n pref erida del in6todo seg^ la 
invenci6n, m&s del 90^ de las partlculas de la resina cam- 
biadora de aniones dSbil macroporosa tiene m tamano de 
partlcula de entre aproximadamente 100 y 1000 mi eras, y 
pref eriblemente entre 200 y 400 mi eras. En este intervalo 
de tamano de partlciilas se obtiene un buen compromiso en- 
tre una alta actividad de interesterif icaci6n y baja p6rdi 
da de carga. 

En Vina realisaci6n preferida del m6todo segdn la 
invenci6n, la proporci6n entre la cantidad de la disolu- 
ci6n acuosa de lipasa microbiana y el peso de resina cambif 
dora de aniones d6bil corresponde a 5.000-50.000 LU/g de 
resina cambiadora de aniones (peso en seco). De este modo 
se proporbiona suf iciente lipasa para la resina cambiadora 
de aniones. 

^ En vma realizaci6n preferida del m6todo segifin la 

invenci6n, la lipasa microbiana se deriva de una especie 
de Mucor temofllica, espeoialmente Mucor miehei, y el pH 
durante el contacto entre la resina cambiadora de iones y 
la disoluei6n acuosa estd entre 5 y 7. De este mode se ase 
gxira una buena \mi6n entre la lipasa y la resina de cembio 
de iones, asl como una buena estabilidad y actividad. 

En una realizaci6n preferida del m^todo segdn la 
invenci6n, el tiempo de contacto estd -entre 0,5 y 8 horas. 
De este mode se obtiene un estado de sattiraci6n con lipa- 
sa, o una aproxiinaci6n al mismo. 

En una realizaci6n preferida del m^todb segdn la 
irLvenci6n, la separaci6n se ef ectda por' simple filtraoi6n. 
Este procedimiento es simple y muy adaptable a la pi^^ctica 
industrial. 


NZAS-0033967 


^~ 87,338 

1 , 

■ 5 

10 

15 

20 

25 

30 
23094 


En- una realizaci6n prof erida del m6todo segiSn la 
invencidn, el secado se ef ectv^a hasta un contenido de agua 
de entre alrededor de 5 y 20fo de agua. La operaci6n de se- 
cado puede efebtuarse en vacio, en lecho fluido o por... 
otros medlQs de secado adecuados para una operaci6n a gran 
escala. De este modo se obtiene una preparaci6n final de 
lipasa con una elevada activldad de interesterif icaci6n» 

En una realizaci6n pref erida del mdtodo segiin la 
invenci6n, la rcsina cambiadora de aniones d6bil, en partl^ 
culas y macroporosa se pone en conoaoto con una disoluci6n . 
acuosa de agente de reticulaci6n, pref eriblemente una disci 
luci6n acuosa de glutaraldehido, en una concentraci<5n en- 
tre 0,1 y 1,0 en peso/peso, antes, durante 0 despu6s del 
contacto entr.e la resina cambiadora de aniones d6bil, en 
jkartlculas y macroporosa y la disolucidn acuosa de lipasa 
microbiana, tras lo cual se separa la di3oluci6n que queda. 
de agente de reticulaci^n* Incluso si se observa 'una peqiie 
fia reducci6n de actividad de enzima a causa del agente de 
reticulaci6n, se iia encontrado que tal tratamiento puede 
olevar la estabilidad de la preparaci6n de lipasa en medios 
acuosos para una aplicaci6n especlfica* En relaci6n con el 
use de la preparaci6n de lipasa inmovilizada como agente 
de inter esterificacidn, no hay necesidad de mejora alguna 
de la estabilidad de la - preparaci6n de lipasa, ya que esta 
estabilidad es excelente por si misma en la preparacidn de 
lipasa producida s egdn la invenci6n para esta aplicacidn* 
Sin embargo, se ha encontrado que la preparaci6n de lipasa 
iTigrovili^da producida por el m6todo segiin la invenciOn 
puede usarse tambi^n ventajosamente para la hidrdlisis de 
grai^a, y para esta aplicaci6n, una mejora de la estabilidad 
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de la preparaci6n de lipasa es uq desideratum, debido pro- 
bableiaente a la coin"binaci6n de vma concentracidn relativa- 
mente alta de agua y altas temperaturas en. la jnezcla de r^e 
acci6n^ necesaria para rni proceso de hidrdlisis de grasas 
efectuado induatrialiDente, 

Ademds, la invencl6n comprende el use de la pre- 
paraci6n de lipasa inmovilizada producida por el mStodo se^ 
gfin la invenci6n, que es un mStodo de interesterif icaci6n 
de grasas, en el que unas grasas fvmdidas, mezcladas facul 
tativainente con doido graso libre disuelto, se ponen en 
contacto con la preparaci6n de lipasa inmovilizada produci 
da por el m^todo segv5n la invenci6n, sin ning\in disolvente 
ni otro agente aujciliar costoso, o sustancialmente sin nin 
g\5n disolvente ni otro agente auxiliar costoso. Los dcidos 
grasos libres, con los que las grasas pueden nesclarse fa- 
cultativamente segdn la invenci6n, no deben considerarse 
como agentes auxiliares costosos. "Grasas" qui ere decir o 
bien un triglic^rido piaro o ima jnezcla de triglic^ridos de 
una o mis fuentes. 

Ademds, la invenci6n comprende otro uso de la 
preparaci 6n de lipasa inmovilis^^ada producida pox* el mStodo 
aeg&n la invenci6n, que es un m^todo de hidr61isis de gra- 
sas, en el que una emulsi6n de triglic6rido y agua se pone, 
en contacto con "la preparaci6n de. lipasa iniaovilizada pro- 
ducida segiSn la invenci6n, sin ningiin disolvente ni otro 
agente auxiliar costoso, o sustancialmente sin ningi5n di- 
solvente ni otro agente aioxiliar costoso. - 

la invenci6n comprende tambi^n otro uso de la 
preparaci6n de lipasa inmovilizada producida por* el jn^todo 
segiin la invenci6n, que es un ra6todo de slntesis de grasas 
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en el que \ma mezcla de glicerina y ^cidos grasos litres 
36 pone en contacto con la preparaci6n de lipasa injnovili- 
zada produoida segiin- la invenoi6n, sin ning\5n disolvente 
ni otro agente auxiliar costoso, o sustancialmente sin nin 
gdn disolvente ni otro agente arociliar costoso* 

I»a invenci6n se ilustrard por medio de Ids ejem-^ 
plos siguientes* 

La lipasa de.tiucor miehei usada en los ejemplos 
que siguen puede obtenerse en NOVO Industri A/S, Novo Allej 
2880 BagsVaerd, Dinamai'ca, a petici6n (como producto de so 
licitud de enzima SP 225). Esta lipasa de Mucor Kiehei pue 
de obtenerse como se indica en la patente Danesa n^ 
4234/77- 

La nnidad de actividad de lipasa (LD) indicada 
en los ejemplos se determina como se describe en la publi- 
caci6n AP 95.1/2-GB de 3.1.83, obtenible de NOVO Industri 
A/S, Novo Alle, 2880 Bagsvaerd, Dinamarca* 

La actividad de interesterif icaci<5n de las prej>a 
raciones de lipasa inmovilizada se determina por niedio de 
vma determinaci6n discontinua basada en las reacciones si- 
guientes: * 
000 -^ P ^- — ^ POO -fr 0 • 
POO ^ P POP ❖ 0, 

donde 0 = dcido oleicp, P = dcido palmltioo, y 000, POO y 
POP son grasas que contienen los ficidos grasos indicados 
en el orden que se indica, siendo 000 por tento trioleina. 

250 mg de preparaci6n de lipasa inmovilisada se 
mezclan con 600 mg de trioleina (0,68 mmoles) y 174 Kig de 
dcido palmltico (0,68 ramoles) disueltos en 12 ml de white 
spirit (tempp 80-100^0) en un tubo de vidrio de 20 ml con 
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tap6n de rosea* Los tubos se incuban en un bano de agoa a 
40ec y agi tan durante 1/2^1 6 3 horas. 

La mezcla de reacci6n se enfrla, se filtra y se 
evapora. La cantidad relativa de 000, POO y.POP se determi 
na por HPLC ( cromatograf la de llquidos de alto rendimien-r 
to, abrev. del ingles »'High £erf ormaiice liquid £rojaatogra- 
pby")i y tanto por ciento de P incorporado se calcula 
como 

. ^ . ^ de POO ❖ 2 X ^ de POP - 
de P xncorporado = ^ • — ^ 

La compdsici6n de equilibrio de la meacla de i^e- 
acci6n discontinua antes indicada es aproximadamente 43^ 
de POO y 10^ de POP, o sea 21^ de P incorporado. 

En algimos de los ejemplos siguientes, la inter- 
esterif icaci6n se efectiia en forma de oper^ci6n disconti- 
nua con o sin displvente. Se ha establecido por medio de 
ensayos comparativos que una preparaci<5n de lipasa inmovi- 
lizada, que tiene una actividad y estabilidad de intereste 
rificaci6n satisf aotorias, demostradas por el ensayo de in 
teresterif icaci.6n discontinue, y que tiene una distribu- 
ci6n de tamaSos de part'Xcxxlas y una resistencia fisica ade 
coxada para un funcionamiento de la columna, funcionard sa- 
tisf actorianente por operaci6n continua tambi6n en col\im- 
na, con o sin disolvente* Asl, un ensayo discontinue satis 
factorio en estas circimstancias es ima evidencia de quo 
puede efectuarse un ensayo en colunna continue satisfacto- 
rio con la preparaci6n de lipasa inmovilizada en cuesti6n« 
Ejemplo 1 » ' 

' Este ejemplo ilustra el efecto del pH durante la 
adsorci6n de lipasa de Mucor miebei en la actividad de in- 
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teresterificaci6n. 

2,0 gramos de lipasa de Mucor Miehei, 93,000 
LU/g, se disolvieron en 20 ml de agua, y se puaieron en 
suspensi6n en elloa 10 gramos de Duolite ES 562 lavada con 
agua como resina caabiadora de aniones, de peso en seco 
8,5 g. 

Se a justa el pH de -fcres de tales porciones a 
5,0, 6,0 y 7,0, respec-tivamente, y se nantuvieron en agita 
ci6n con agitador magn^tico durante 4- horas a unqs 52C. 

Las tres porciones se filtraron. Despu6s de la 
filtraci6n, la cantidad de actividad hidrolltlca (LD) en 
los tres filtrados (antes del lavado) estaba entre 10 y 
17^ de las cantidades totales iniciales (186.000 LU). Des- 
puds se ef ectu6 un lavado con agua con una psquena canti- 
dad de agua, y despu^s las preparaciones se secaron duran- 
te la noche a vaclo a tenperatura aabiente. 

Los resultados se resumen en la tabla que sigue. 


Actividad de inter 
ester if icacidn, 
Contenido 30 minutos 


pH de 
inmovili zaci6n 

Producci6n 
g 

de agua 

5^ de 
POO 

^ de 
POP 

5S de P 
incor- 
porado 

5,0 

9,20 

9,5 

24,5 

6,2 

12,3 

6,0 

9,56 

8,2 

26,5 

6,6 

13,2 

7»o 

9,41 

8,0 

21, 2 

5,2 

10,5 


Ejemplo 2. • . , 

Tres porciones de 10 g de resina caisbiadora de 
ionos hiimeda, Duolite ES 562 (peso en seco 8,35 g) se pu.sic 
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ron en su3pensi6n en 50 ml de agua, y se aSadid NaOH 4 N 
hasta que el pH se e3tabiliz6 a 6,0. Despuds se lavaron 
con gran cantidad de agua y se escurrieron en vn embudo 
Buchner, dando un peso escurrido de vinos 15 g, 

A cada una de dos de las porciones de 10 g se le 
aSadi6 vine. disoluci6n de 2,5 g de lipasa de Mucor Kiehei 
(actividad 93.000 LU/g) en 25 elL de agua, y el pH se ajus- 
t6 a 6,0. 

A la tercera porcidn se la anadi6 una porci6n de 
2,5 g de la lipasa de Kucor luiehei antes indicada 50 hQ. 
de agua, y el pH se a3U3t6 a 6,0« 

la mezcla se agit6 lentamente a temperatura am- 
biente (252C) dvirante 2 horas, Despu6s, el llquido se sepa. 
t6 por filtraci6n en un embudo Buchner. 

Una de las porciones con 25 lal de disoluci6n de 
lipasa se lav6 ademds con 2 x 25 ml de agua. Las prepara- 
ciones inmovilizadas se secaron en vaclo. 

Para el ensayo de interesterificaci6n, 250 mg 
(peso en seco) de las preparaciones de enzima inmovilizadas 
se humedecieron con 20 microlitros de agua antes de la lae^ 
cla con el sustrato. 

Interesterif icaci6n, 1/2 hoi^a 

5o do P incor 

Preparaci 6n de lipasa . 5^ de POO 5^ de POP porado 


inmovilizada con 




2,5 g de lipasa en 25 
ml sin lavado 

25,8 

6,85 

13,2 

2,5 g de lipasa en 25 
ml con lavado 

30,1 

7,65 

15,1 

2,5 g de lipasa en 50 
ml sin lavado 

26,8 

6,86 

13,5 
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Este ejemplo demuestra que vm lavado posterior 
con agua para separar la lipasa no ligada es esencial para 
ob"tener una elevada aotlvidad de interesterif icaci6n, men 
tras que la cantidad de agua en la que se disuelve la lipa 
sa durante la inmovilizaci6n es de pequena importancia. 
Ejemplo 3 * 

50 g de resina camMadora de iones hiSxaeda Duoli- 
to ES 562 (peso en seco, 41,8 g).3e ajustd a pH 6,0 y se 
lavaron como en el ejemplo 2. 

Se mesclaron porciones de 10,6 g de csta resina 
cambiadora de. iones hiSmeda (unos 5 g de peso en seco) con 
cantidades dif erentes de una di30luci6n al 10^ de lipasa 
de Iducor mi ehei (81.000 LU/g) segdn la tablao 

'oespu^s de la reacci6n, el liquido se sep£r6 por 
filtraci6n en un embudo Buchner, y la preparaci6n de lipa- 
sa se laY6 con 2 x 25 ml de agua y se sec6 en vacip a alr^ 
dedor de 97^ de materia seca. . 

Las Buestras de 250 mg de peso en seco de prepa- 
raci6n injaovilizada con fines de ensayo se humedecieron 
con 20 microlitros de agua antes de la deterininaci6n4 
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Tiempo de re 

. I nt er e s t erif i c£tci 6i|i , 

g de resina 


acci6n, ho- 


1/2 hora 

caniDXBCLoz'a 

g ae CIJ.SOJLU 




^ de P 

de iones 

ci6n de -li- 

. ratura am- 


Jo Qe 

xncoi**- 

' hiSmeda 

pasa al 1(^ 

"biente 


POP 

porado 

10,6 

12,5 

1 


6,62 

13,3 

10,6 

12,5 

2 

27,0 

6,62 

13>4 

10,6 

. 12,5 

4 

28,2 

7,27 

14,3 

10,6 

. 25 

• 1 

23,5 

5,90 

11,8 

10,6 

25 

2 • 

29,7 

7,56 

14,9 

10,6 

25 

4 

31,4 

7,99 

15,8 

10,6 

50 

1 

19,5 

4,34 

9,4 

10,6 

50 

4 

26,6 

6,73 

13,4 


,Es^e ejemplo muestra que la dosificaci 6n (Sptima 
de lipasa depende del tiempo de reacci6n, 
EigSEl5_4* 

Dos de las preparaciones del ejemplo 3 se ensaya 
ron de nuevo variando la adicidn de agua, es decir la nue^ 
tra con 12,5 g de disolucidn de lipasa y la de 25 g de di- 
soluci 6n de lipasa, ambas con vm tiempo de reacci6n de .2 
horas. El efecto del contenido de humedad en la actividad 
de interesterificacidn se muestra en la tabla siguiente. 
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Muestra 


12,5 g 


Microlitroa 
de agua ajla 
dida a 250 
mg de peso 
seco 

0 

20 

50 

100 


Humedad 

estimada Interesterificacidn, 1/2 hora 

en la • ^ de P in 

muestra i» de POO ^ de POP corporado 

2,6 18,2 2,27 7,6 

9,6 25,6 6,55 12,9 

18,5 23,4 5,85 11,7 

29,9 15,3 3,84 7,6 


0 

3,0 

19,1 

2,04 

7,7 


OK 20 

25 g 

10,0 . 

28,6 

7,65 

14,6 


50 

18,8 

25,4 

5,25 

12,0 


100 

30,1 

18,6 

4,55 

9,2 



Este ejemplo muestra que el contenido de humedad 
6ptjLmo es alrededor de 10;^. 
Enemplo 5 * 

Una de las preparaciones del ejemplo 3 ensay6 
de nuevo con cantidades variables do agua. adicional, Se 
us6 la muestra con 25 g de disoluci6n de lipasa y 4- horas 
de tiempp de reacci6n. 


pX de agua afSa Agua estima 
dida a 233 nag da en la 

de peso en seco muestra, 

: ■ i> 


Interesterificacidn, 1/2 hori 
i> POO S^' POP f P incorporado 


0 

9,5 

28,0 

6 , 57 

13,7 

10 

13,1 

28,9 

7,45 

14,6 

20 

16,2 

27,9 

6,46 

13,6 

30 

19,1 

26,6 

6,96 

13,5 

40 

21,8 

25,0 

6,77 

12,8 

50 

24,4 

22,8 

5,20 

11.1 

75 

30,0 

19,6 

4,54 

9,6 

100 

34,9 

14,6 

3,88 

7,5 

150 

42,9 

0,44 

0 

0,1 
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22,8 g de resina cambiadora de iones h.'dineda Duo- 
lite A 561 (88,25^ de sustancia seca) se ajdstaron a pH 6,0 
y se lavaron. 

Otra muestra de 22,8 g de Ihiolite A 561 se tritu 
r6 parcialmente en un mortero antes del ajuste de pH y el 
lavado* 

A cada vma de estas porciones se le afiadi6 una. 
disoluci6n de 10 g de lipasa de Mucor jniehei (S3.000 LU/g) 
en 200 g de agua con pH ajustado a 6e la reacci6n tuvo lu- 
gar en 2 horas a temperatvira ajabiente* 

IjOs enzimas inmovilizados se lavaron con 1 litro 
de agua y se secaron en vacio* 

Despu6s del secado, la muestra no triturada se 
tritur6 en un mortero, y ambas muestras se tamizaron* 

Interesterificaci6n, 1/2 hora 
Trituraci6n antes de Trittiracidn despu^s ae 


la ininovilizaci 6n 


la inmovilisaci^n 


Pracci6n, ^ de 

^ de 

5^ de P 

^ de 

^ de 

de P 

(tamiz) POO 

POP 

in corp. 

POO 

POP 

in corp. 

180-300 micras 30,1 

7,78 

15,2 

25,7 

6,39 

12,8 

425-500 nd-cras 25,7 

6,66 

13,0 

21,7 

5, 50 

10,9 

600-710 micras 19,2 

5,06 

9,8 

17,2 

4,38 

8,7 

850-1000. micras 12,7 

3,22 

6,4 

14,3 

3,90 

7,4 


Se ve claramente que es ventajoso usar las frac- 
ciones granulomStricas finas para obtener tma maxima acti-- 
vidad de inter esterificaci<5n, pero la necesidad de urxa ba- 
ja p6rdida de carga hace neeesario un compromiso* 
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Ejemplo 7 * 

Este ejeiaplo ilustra el efecto de clases dif eren 
tes de resinas de cambio de aniones d6Mles macroporosas 
(tipo de matriz, grupos funcionales, tamaSo de partlcula) 
en la actividad de interesterificaci6n discontinua de la 
preparaci6n de lipasa irunovilizada. 

En el case de Duolite E3 562, Duolite A 561, Duo 
lite A 7, Amberlite IRA 93f y Amberlyst A 21, 4,25 gramoa-- 
de peso en seco de resina se lavaron con agua, se mezola- 
c on con 1 g de lipasa de Mucor iniehei (93.000 LU/g)* en 20 
ml de agua, ajustdndose el pH de la mezda a 6,0, y haci&a 
dose girar lentamente dvirante 2 horas a temperatura ambien 
te. Despu^s de filtrar, cada preparaci6n se lav6 con 250 
ml de agua. En el caso de la Duolite A 378, se mezclaron 
8,5 gramos con 2 gramos de lipasa y finalmente se lavaron 
con 250 ml de agua. Todas se secaron en vacio a temperatu- 
ra ambiente. En el. caso de la Duolite A 365, Duolite S 587 
y Dowex MY/A-l, 4,25 gramos de peso en seco de resina se 
mezclaron con 1 gramo de lipasa de Mucor miebei (1*24.000 
LU/g) en unos 10 ml de agua durante 2 boras, por rotaci6n 
a temperatura ambiente (sin embargo, en el caso de Lev/atit 
se usaron 0,5 g de lipasa). Despu^s de filtraci<5n y lavado 
con 2 voltfmenes de agua, las preparaciones se secaron en 
vaclo a temperatura ambiente. La caraoterizaci6n de las 
preparaciones i nmovili zadas se muestra en la tabla que si- 
gue. 
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Resina caml 
or a de ani 


20 


ia 

6x103 IJatriz 


ualite ES 5 


62 


•uolite A 561 


oxolite A 7 


raolite A 378 

jnberlite 
RA 93 

.tabex^lyst A 21 

)aolite.A 36 

)aolite S 587 
iOwatit MP 6i2 

X)V/EX MWA-1 


Penol-f ormal 
dehido 

Penol-f ormal 
dehido 

Penol-f oriual 
dehido 

Poliestir6" 
nica 

Estireno-DVB 
Estireno-DVB 

Polies-tir6-- 
nica 

Penol-f orm. 

Poliestir^- 
nica 

Estireno-DVB 


Grupos 
func> 

Amina 
terc. 

Amina 
terc. 

Amina 
sec. 

Amina 
terc* 

Poli- 
amina 

Amina 
terc. 

Amina 
prim. 

Aminas 


Tamafios de 

partlc, Actividad en discoAtinuo^ 

/m . Agaa 1/2 hora 

{>8%) i> i> POO POP ^ de P. IncorT 


212 - 425 13,8 26,7 6,8 

300 - 1200 13,0 14,8 3,2 

300 ^ 1200 13,5 9,5 2,5 

300 - 1100 6,3^ 14,3 3,3 

400 - 500 12,2 10,8 2,9 

425 - 850 11,1 10,6 2,7 


300 ^ 1200 11,5 15,5 3,7 
300 - nop 7,4 25,4 6,4 


13 
7 
4 
7 


1 

8 
0 
5 


Aminas 300 - 1200 13,6 16,9 3,9 


Amina 
terc. 


300 1200 10,5 21,0 4,9 


It 

12: 

8. 
10, 


3E Se afiadi6 55S de agua antes del ensayo discontinue 


Ejemplo 8 . 


25 


30 
29094 


30 g de resina cambiadora de iones Duolite de ti 
po ES 562 se pusieron en suspensi6n en unos 75 uO- de agua, 
y el pH se aou3t6 a 6,0 con NaOH 4 N* La resina cambiadora 
de iones se lav6 con agua sobre vm filtro de succi6n, y el 
exceso do agua se 3epar6 por 3ucci6n. La resina cambiadora 
de iones h\5meda (unos 45 g) di^>idic en trcs porciones 
igualese 
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La primera porci<5n se inezcl6 pen una disoluci6n 
de 1 6 de lipasa de Mucor mlebei ( 210,000 LU/g) en 20 ml 
de agua con pH ajustado a 6,0« Despu^s de la mezcla, el pH 
se aju3*fc6 de nuevo a 5,0, y la mezcla se dej6 reaccionar 
dtirante 4 horas a 52c con agitaei 6n magn6tica. Durante es- 
te perlodo, el pH descendi6 a 5,45» La mezcla se transfi- 
rid a mi embudo Buchner con unos pocos mililitros de agua, 
y se separ6 por succi6n toda la cantidad. posible de disolu 
cidn (14 ml). La resina se sec6 ademds en vacio hasba tan 
contenido de agua de 10,0^* Producci6n 8,27 g. 

La segunda porci6n de la resina htoeda se inezcl6 
con una disoluoidn de 1 g. de la lipasa antes indicada en 
20 ml de tainp6n de acetate de sodio 0,1 M (pH 6,0). Bl pH 
de la mezcla se ajustfi de nuevo a 6,0 y la mezcla se dejd 
reaccionar durante 4 horas a 5^0 con agitaci6n magn^tica. 
Durante este periodo, el pH descendi6 a 5f83. El procedi- 
miento se continu6 como se ha indicado en relaci6n con la 
primera porci6n de la resina cambiadora de iones hifaieda, 
dando lugar a 21 ml de filtrado y 9,10 g de preparaci6n s^ 
ca con im contenido de bvunedad de 9j5^# 

La tercera porci6n de la resina se m.ezcl6 con di. 
soluci6n de lipasa como antes, pero el pH se mantuvo cons- 
tante en 6,0 durante el periodo de eopulaci6n de 4 horas a 
52c, por adici6n de 0,58 ml de NaOH 1 N. La mezcla se tra- 
t6 como las otras porcion'es, dando Ivigar a 28 ml de filtra 
do y 8,95 g de preparaci6n seca con 8,9^ de hiimedad. Los 
tres filtrados contonlan entre el 1 y el de la activi- . 
dad total inicial. 

La actividad de interesterif icaei6n con 250 mg 
de preparaci6n de lipasa inmovilizada, despu6s de un tiempo 
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de reacci6n de 30 minutos a 4OSC, se indica en la tabla 
que sigue, 

Actividad de interesterif ic&ci6n, 
Ppeparaci6n de enzima 1/2 hora 
ironovilizada. de de 
en POO POP ^ de P incorporado - 

Agoa desmineralizada, 

pH_6 ^ ^- ?2iL— fi^ -Ih^ 

Acetato^O^l M^_^pH^6 25 A .6^5 

Agua desmineralisada - ' 
con pH es'tabilizado a 

6 27,7 7,0 13,9 


;i Se ve en la ta'bla que s6lo hay ligeras diferen- 
Cias entre las preparaciones. 

i • 

Ejeiaplo 9 * 

I . Bate ejemplo ilustra los efectos de la presencia 
de dos sales en el. intervale de concentraci6n de 0-0,5 M 
durante la ininovilizaci6n de la actividad de interesterifi 
caci6n. 

Cinco porciones de 1,00 gramo de lipasa de Mucor 
miehei,, diaf iltradas, y socadas per congelaci6n, con ima 
actividad de 93.000 LU/g, se disolvieron en 20 jal de: 

1) . agua desmineralizada 

2) f osfato de sodio 0,05 M, pH 6,0 

3) id. id. 0,5 M, pH 6,0 . 

4) cloruro id* 0,05 M 

5) Id. id. 0,5 M 

Otras cinco porciones de 5,25 gramos (peso en sc 
CO* 4,25 g) de resina caiahiadora de iones Daolite ES 562 se j 
oquilibraron con 20 ml de l) a 5) antoriorGS, Dospu^s de 1 
decantar, las disoluciones ds lipasa correspond! en tes se 
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afiadieron a las partlculas de- resina cambiadora^de iones 
h^eda ajustada a pH 6,0, y los recipientes se hieieron.g^ 
rar lentamente dvirante 2 horas a 25^0. Las preparaeidnes 
se recogieron despu6s por filtraci6n, y cada una de alias 
se lav6 con 250 ml de agua desnineralizada, y se sec6 des- 
pu6s en vacio a 25^0 (64 hoi^as)* Los x^esultados de la de- 
teniiinaci6n de la actividad de interesterificacidn so mues 
■tran a continuaci6n: 


Actividad de interesterificaci6n^ 
3/2 hora 


Hinguna jsal 
Posfato 0,05 M 
0,5 M 

0,05 m" 

0,5 M 


NaCl 
It 


Produc- 




ci6n, fr 


5^ POO 

55 PGP 

4 , 51 

4,7 

23,1 

5,7 

4,48 

5,3 

21,9 

5,3 

4,57 

4,6 

20,3 

5,1 

4,54 

4,6 

23,4 


4,43 

4,9 

19*2 

4,6 


11,5 
10,8 
10,2 
11,6 
9,5 


20 


25 


30 


29094 


3£ Se anadi6 H^O hasta Txn total de 10^ antes del ensayo* 

Ejemylo 10 ♦ : • . 

Este ejemplo muestra los efectos de altas concen 
traciones de acetato de sodio durante la iiunovilizacidn de 
llpasa en la actividad de interesterificacidn de las prepa 
raciones, 

Cinco porcio;aes de 1,00 g de lipasa de ISucor 
miehei, diafiltradas y secadas por congelaci6n, de 93.000 
LD/g, se. disolvieron por separado en 20 ml de los llciuidos 
siguientes: " . 

1) agua desmineralizada 

2) acetato do sodio 0,5 M, pH 6,0 

3) Id. id. 1,0 M, pH 6,0 
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4) aceta-to de sodio 2,0 M, pH 6,0 

5) Id. id. 4,0 M, pK 6,0. 
Cinco por clones de 4,25 g (peso en seco) de resi 

na cambiadora de iones Duolite ES 562 se lavaron y se eiui 
libraron mezcldndolas con las cinco dj-soluciones antes in- 
dicadas, 1) a 5), y despu6s se agitaron durante 15 niinutos, 
Se mezclaron las disoluciones de lipasa y las resinas cam- 
biadoras de iones lavadas correspondientes, se ajustd el 
pH a 6,0 y se hicieron girar lentamente diurante 2 b.oi'as a 
temperatura aabiente. Cada preparaci6n se filtr6, se lav6 
con 250 ml de agua y se sec6 en vacio a temperatura aiabien 
te. Se determin6 la actividad de ±nteresterificacL6n dis- 
continua de las preparaciones,j mostrdndose los resultados 
en la tabla siguiente. 


Cone, de 
ace tat o 
(M) 


Producci6n 

despufes del puds del 
secado (g) secado(^) 


Agua des- Filtrado 
Act 


pH 


Actividad de iilteres 
rificaci6rL disQonti- 
nua, 1/2 licira 
^ de. ^ 4e P i 
POP coift)Oi^ac 


?S de 
POO 


0 

4,81 . 

7,8 

5,2 

51 

22,2 

5,7 

11,2 

0,5 

4,67 

8,0 

5,8 

64 

20,1 

4,7 

9,8 

1.0 

4,72 

9,6 

5,8. 

71 

18,8 • 

4,3. 


2,0 

. 4,73 

9,1 

5,8 

55 

27,9 

7,3 

14,2 

4,0 

4,75 

. 10,4 

5,6 

.69 . 

19,8 

4,7 

9,7 


s Actividad en taiito por ciento de la cantidad total inicia 
(93.000 LU) 

Enemplo .11 . 

Ests ejemplo ilustra la iniEOvilizacifc de lipasai 
microbianas distintas de la lipssa de Mucor miehei; 
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Se ininoviliz6 lipasa de Pusarium oxysporvun, prs- 
parada como se describe en la solicitud de patente Danesa 
n2 2999/84 I Ejemplo 23, mezclando 6,72 g de lipasa de 
88.000 LU/g y 4,25 g de materia seca de resina cambiadora 
de iones Duolite ES 562, lavada y de pH ajustado, en 25 12I 
de agua a pH 6,0, y por rotaci6ii a temperatura aiabieni;e du 
rante 2 horas. Despu6s se ef8ctu6 el lavado con 2 x 25 Jnl 
de agua, y secandp en vaclo se obtuvieron 4,93 g de prepa- 
raci6n con vm contenido de agua de 8,1^^ 

La actividad que q.ued6 en el filtrado total co- 
rrespondla a 18^ de la actividad original, 

Se obtuvo estearasa de Aspergillus niger por ul- 
traf iltraci6n del producto comercial Palatase de ROVOo 15 
ml de PALATASE de 27?0 LU/ml se inmovilizaron sobre 4c25 g 
de ES 562 coiao se ha descrito antes, con lo que se obtuyie 
ron 4,77 g de preparaci6n inmovilizada con 7,6^ de agua. 
El filtrado contenla 13^ de la actividad (LU) originals 

Se iniD0viliz6 de jnodo similar lipasa de Caiadida 
cylindracea, de Amano (tipo OP) mezclando 4,25 g de*E3 562 
con 1,40 g de lipasa Amano OP en 15 ml de agua de pH 6,0o 
La producci6n fue de 4,62 g de preparaci6n inmovilizada 
con 6,5^ de agua y quedando 0,25^ de la actividad en el fil 
trado, 

- Las tres preparaciones se car-act erizar on coino si 

gue: 

1) Por la determinaci6n 0 ensayo discontinue er.- 
t&idar a 40ec* 

2) Por interesterif icaci6n discontinua de trio- 
leina (OOQ)/^cido decanoico (B) sin disolven- 
te a 60ec, usando 3jO g de 000, 0,600 g de 5 
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y 250 mg de preparaci6n de lipasa seca hidra- 
tada a alrededor de 10^ de agaa* 
Con fines de coEiparaci6n, tambi^n se indican I03 
resixltados de.una preparaci6n de lipasa de Mucor miehei, 
como la descrita en el ejemplo 13: 

. Carga 

ixpasa ajamo ^g^^^ OOO/P/disolvente, 402 000/D, 6O2 

V3.l3.zada j^^/j^g Tiempo (h) inc> Tiempo (h) ^piinc. 


Pusarium - | 

oxysporiam 11 3 8,0 17 5^9 

Aspergillus . 

niger 8 3 4,4 17 6^5 
Candida 

cylindracea 30 3 6,9 17 

Hue or I 

miehei 30 0,5 14,7 2 13 j2 


Para lograr una major coinprensi6n de los ejeia- 
plos anteripres, se hace refer encia a la tabla siguiente. 

Estos ejemplos ilustran la influeneia de los fac 
tores que se indican en la actividad de interesterif ica- 
ci6n de las preparaciones de lipasa inmovllizada prepare- 
das por el la^todo segtSn la invenci6n, 
iP-iATn-nlft MO Pant or oue se eatudia 


1, 8 

pH . 

2 

Lavado posterior • • • 

3 

Carga de lipasa en relaci6n con el tiempo de 
reacci6n 

4, 5 

tanto nor ciento de a^-a 

6 

tamano de parti culas 

7 

tipo de resina 

8-10 

fuerza i6niea en la disoluci6n de lipasa 

11 

iQicroorc;anisino fuoiito de lipasa 
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Para demostrar la ut ill dad de la preparaci 6n de 
lipasa inmovilizada preparada por el m6todo segtin la inven 
ci 6n,. se us6 una preparacidn de lipasa iimovilizada produ- 
cida por el m6todo segiiQ la invenci6n, como se indica la^s . 
adelante, en vma interesterif icaci6n continua de grasas 
sin use de disolvente ninguno ni otros agentes auxiliares 
costosos, cbmo se describe en el ejemplo 12 que sigue* 
Ejemplo 12 > 

Este ejempio ilustra la intereaterif icaci6n con- 
tinvia de grasas sin disolvente ni otros agentes auxiliares 
costosojs, usando una preparaci6n.de lipasa inmovilizada 
producida por el m6todo segiin la invenci6n, en un reactor 
de lecho relleno* 
J nmovili zaci 6n 

2,20 gramos de lipasa de Mucor laiehei (81*000 
lU/g) se disolvieron en 20 ml de agua, se mezclaron con 10 
graiQOs de resina cambiadora de iones Duolite E3 562, lava- 
da (8,5 g de peso en seco), siendo mds del 80^4 de las par- 
ticulas de entre 200 y 400 mi eras. SI pH de la mezcla se 
ajust6 a .5|0, y.se dej^ 6sta 4 horas a 5^C con agitaci6n 
magnStica. Despu^s de f iltrarla y lavarla con una poquena 
cantidad de agua, la preparaci 6n se sec6 en vaclo a tempe- 
ratvira ambiente^ La producci6n fue de 9i05 gramos, que con 
tenlan 9f3/S de agiaa. La adtividad que' qued6 en el filtradc 
era de ^ de la cantidad inicial total, LSi actividad de ixi 
teresterificacidn discontinua era de 30, 65^ de POO, 7,75^ de 
POP a la media hora, 6 15,3 de P incorporado. . 
Ensayo en columna 

2 gramos de esta preparaoi6n de lipasa inmovi^li-- 
2sada se colocaron en una coluranaj y se hi7.o pasar ooritinua 
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mente a 602C un sustrato exento de disolvente que constaba 
de aceite de oliva/dcido paOjnltico en la proporci6B de 
2,5:1- en peso/peso. El . rendimiento de.la preparaci6n de li 
pasa se muestra en la tabia que sigue. 


Caudal, 

gTG/h/g 
Huesfra/tiemiao de enzima 

Coi3posici6n (HPLC) 
^ de ^ de ^ de 
GOO POO POP 

Coaversi6n 
(GLC) 

Aceite de oli- 




3,8 


va/ird.ciaci6n 


42,3 

22,5 

0 

17 boras 

5,7 

30,5 

30,1 

11,6 


208 1/2 hora 

2,5 

33,8 

28,8 

8,6 

28 

233 

0,61 

22,2 

34,8 

16,5 

67 

475 " 

1,8 

35,1 

28,8 

8,7 

28 

Equili"brib 



36,0 


100 

(discontinuo) 


17,4 

20,6 


» . ■ 

leyenda: TG = -triglicfiridos; g cnz. = gramos de lipasa in- 
movilizada. 

El ^ de P incorporado se determina por GLC de % 
teres de metilo de dcidos grasos, 

Conversi6n x = (?£ de P - ^ de Pq)/(^ de P^^ - ^ de P^). 

P y P son 5b de P incorporado en el sustrato de aceite 
0 eq 

de oliva (P^) y en la mezcla de TG en el equilibrio (P^^)* 

Comentarios • ' 

Con base en los dates de 208 1/2 y 475 iioras, la 
extrapolaci6n a la iniciaci6n en gr^fico senilogarltmico 
indica una actividad inicial (caudal) de 3,2 g de TG/Vg* 
de enzima con un grade de conversi6n correspondierite x ^ 
2%f>. Una estiiziaci6n de la vida media ( semiperiodo) es de 
500-600 horas a 60sc sin disolvente y aceite de oliva/'P 
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2,5:1 (peso/peso). No se han observado problemas 'de p^rdi- 
: da de carga. Un intento anterior de hacer pasar vm sustra- 
to similar a trav^s de lipasa adsorbida sobre Celite, de 
la clase descrita en la solicitud de patente Danesa n9 
563/77 en una colvunna, fue imposible de efectuar. 
Eneraplo 13 > 

Este ejemplo ilastra una producci 6n a escala de 
instalaci6n piloto de una preparaci(5n de lipasa inisoviliz^ 
da en una columna, y la aplicaci6n de esta preparaci 6n a 
una interesterificaci6n continua en una colunma con sustra 
to a 60 y a 702C, sin disolvente. 
Inmbvilizaci6n. 

6,0 kg (815^ de materia seca) de resina cambiado- 
ra de iones !Daolite ES 562 se acondicionaron segdn las ins 
trucciones del fabricante (Inf ormacidn T6cnica DXiolite 
OllOA)* Esto implica un ciclo dcido-base y en este caso 
taiiibi6n xm lavado con etanol (para asegurar la mdxiiaa pure 
za en el trataniento de alimentos). El pH se a3ust6 a 6,0 
en tampan de fosfato 0,1 M. La 3uspensi6n se introdujo en 
xma colvunna y la resina estabilizada (18 1) se iav6 con 72 
1 de agua, 

18 1 de lipasa de Mucor miehei (lO^lOO LU/ml) 
con pH aoustado a 6,0 se recircvQaron a 30 1/h durante 6 
boras con control de pH» Bespu^s de un desplazamiento con 
20 1 de agua, un volumen corabinado de 37 1 contenia 126 
LU/ml, que coi^responden a un rendimiento de inmovilisacion 
de 97^. La columna se lavd adem^s con otroo 20 I de ag-i.^a y 
la; preparaci 6n se 3ec<5 a vaoio a temperatura ambiente, con 
lo.-que se obtuvieron 6,0 kg (S7^ de materia seca) de prspa 
raci6n de lipasa inmovilizada.. La actividad de intereoteo/i 
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ficaci6n discontinua era de 30,2?^ de POO, 6,95^ .de POP a la 
1/2 bora, o bien 14,7^ de P. . 
Experimento de aplicaci6n n2 1.* 

4,0"g de la preparacitfn de lipasa inmovilizada 
se introdujeron en \ma columia con camisa de agua con ud. 
di^metro interne do 1,5 cm, la teraperatura en la coluHma 
se mantuvo a 6020. Un sustrato de aceite de oliva/dcido d^ 
canoico con \ma composici^n de 2|5/1 (peso/peso) se boinbeiS 
a trav6s de una columna previa que contenia 30 g de Duoli- 
te S 561 saturada con 21 ml de agua sometida a caiabio de 
iones, y despu^s a trav^s de la columna principal que con- 
tenla la preparaci6n de lipasa iniaOTilizada. El caudal se 
control6 para mantener la composici 6n del producto de sali 
da en un valor correspond! ente a una conversi6n de alrede- 
dor de 65^, es decir 235^ de DOO en el triglicdrico final 
(DO6 significa un triglic^rido con una unidad de dcido de- 
canoico (en posici6n exteriox*) y dos vmidades de ^cido 
oleico). 

Suponiendo que la disminuci6n de la actividad de 
la lipasa inmovilizada sigue una reaccidn de primer orden, 
la vida media o semiperiodo puede estimarse en 3200 horas* 
Con una actividad inicial de 2,4 g de triglic6rido/hora/g 
de preparaci6n de enzima, la productividad es aproximada- 
mente 8,3 Ton. de triglic6rido/kg de ensisia, suponiendo vm 
tiempo de fvincionamiento de dos semiperlodos* En la Fig. 1 
se representa gr^ficamente el logaritmo del caudal en fun- 
ci6n del tiempo. ' . * 

Experimento de aplicaci6n n2 2. 

Se efectu6 el mismo experimento que el ly a 
709 C en luf^ar de a 6090. 
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Se encontrd que la vida media o semipel'-lodo era 
de 1300 horas y la actividad inicial de 2,3 g de triglic6- 
rido/hora/g. de preparaci^n de enzima, que corresponde a 
una productividad de 3^2 toneladas de triglic6rido/kg de 
preparaci6n de enzima. El logaritmo del caudal se represen 
ta gr^f icamente f rente al tiempo en la fig. 2» 
Ejemplo 14 » 


Este ejemplo ilustra el potencial de una prepara 
ci6n de lipasa inmovilizada producida segiin la invenci6n, 
pax^a la in*teresterificaci6n continua de luia siezcla de trl- 
glic6ridos de alto punto de fusi6n compuesta de sebo de va 
ca y aceite de soja sin disolvente ni otros agentes auxi- 
liaresi Otros procedimientos similares pueden ser iltiles 
para la preparaci6n de grasas ospeciales sin usar hidroge- 
naci6n o interesterif icaci6n (^ulmica, y adecuadas para mar 
garina o productos relacionados. 
Inmovilizaci6n* 

19i8 gramos de resina caiabiadora de iones Duolite 
A 561 hiimeda (86,0^ de materia seca), con m^s de 80^ de 
las particulas de "un tamaflo entre 400 y 85O mi eras, se a jus 
t6 a pH 6,0 en suspension acuosa y se lavaron Qon agua* Se 
mezclaron con la resina 50 ml de lipasa de Mucor miehei 
(7400 LU/ml, 8^ de materia seca) y el pH se ajust6 de nue- 
vo a 6,0. Despu6s de agitar durante 2 horas a temperat-ura 
am"biente, filtrar y lavar con 2 x 50 ml de agua, la prepa- 
raci6n se sec6 en vacio a temperatura ambiente. La produc- 
ci6n fue de 19,2 gramos que contenian 8,5^ de agvia^ La ac- 
tiyidad que qUDd6 en el filtrado era del 34^ de la canti- 
dad: total inicial. La actividad de interesterif icaoi6n dis 
cozrtinua era de 25,4/^ de POO, 6.0fo de POO a la 1/2 hcra, o 
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Men 12,5^ de P. inc. 

Andlisis de la reacci6n de interesterif icaci6n, 

♦ 

- 5e obtuvieron sebo bianco de vaca y aceite de so 
5 a reciente y refinado del mercado local. El sustrato se 
componla de 1,5 partes de sebo de vaca y 1 parte de aceite 
de soja, que se mezclaron a 702C. Se a5adi6 antioxidants 
BHT en una concentraci6n de 0,1^. Para caracterizar los 
oomponentes individuales y seguir la reacci^ntfe interestc- 
rificaci6n, se us6 HPLC (cromatog. de liq. de alto rendi- 
miento) para analizar la co:nposici6n de triglic^rido de 
los oomponentes del sustrato, la luezcla inicial y la laes- 
cla interesterificada. Se efectu6 xma reacci6n discontinvia 
inicial con 2,75 gramos de preparaci6n de lipasa de }ducor 
miehei inmovilizada, 24 gramos de sebo, y 16 grambs de 
aceite de soja, durante 16,5 boras a 652C«.La HPLC iaostr6 
que -la proporci 6n de triglic^rido de IPO a LLL (L: lino- 
leico, P: palmitico, 0: oleico) en la me^cla aument6 de 
0,62 a 1,16, estando probablemente esta liltima cixra pr6xi 
jaa a la proporci6n de equilibrio. 

Propiedades de fu3i6n de la mezcla interesterif icada. 


El cambio en las propiedades de fusi6n a causa 
de la interesterificaci6n se analiii6 por dilataci6n seg*in 
el mdtodp oficial de la lUPAC (lUPAC: M^todos est6ndar pa- 
ra el an^lisis de aceitee, grasas y derivados; 6^ ed.., in6- 
todo n2 2.141 (1979))* Los resultados se liiuestran en la ta 
bla que sigue, con. una mezcla correspondiente no intereste 
rificada de sebo de vaca y aceite de soja (1,5:1) como re- 
ferencia. 
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Temperatura, 9C 0 20 25 30 35 40 


45 


Mezcla no inter 
Dilatacidn, esterificada . 30,8.22,9 18,7 14,6 11,2 6,5 

(microl/g ■ ■■ 

de grasa) Mezcla interes- ' ; ^ ^ 

terxficada 


1,6 


Ensayo en columna. 

Un sisteina de pequena coliimna termoestabilizacLa 
se hizo funcionar durante 2 df.as para ilustrar un proce- 
dimiento continue. 4j0 gramos de la preparaci6n de lipa- 
sa inmovilizada descrita se colocaron en una columna. 3e 
us<5 tambi^n una columna previa que contenla 5 gramos de 
resina Duolite A 561 humeda (SOJb de materia seca) . Se hizj) 
pasar' continuainente a trav^s del sistema de columna, a 
679C, xma pie^icla de sebo de vaca /aceite de soja en la 
proporcidn de 1,5:1 en peso/peso. El rendimiento de la 
prepgiracidn de lipasa inmovilizada se muestra en la tabla 
que sigue: 


?^^mo/v,/ Composi- Conver- 

^ ci6n LPO/LLL sidn ^ 
Muestra/tieimao p. de enzama ' 


Se"bo/aceite soja-sus- 

trato (18 h) - 0,65 6 aprox. 

Product o de 18 horas 2,10 0,90 52 

Producto de 41 horas 1,63 0,93 54 

Equil. (discont.) — - 1,16 100 
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Textos de las fij^urag 

Fig. 1: Eje de ordenadas = g. de sustrato/hora 
Eje de abscisas = horas 

Fig. 2: Eje de- ordeiiadas= g. de sustrato/hora 
Eje de abscisas = horas. 


N2AS-0033993 


Ifojn niim. 33 


- HEIVINDICACIOIES ^- 


- . Los pxmtos de invenci6n propia y nueva que se 
presehtan para que sean objeto de esta solicitud de Paten- 
ts de Invencidn en Espana, por VSINTE afios, son los que 
se re CO gen en las reiyindicaciones siguientes : 

1^.- M^todo para interesterif icar grasas , en 
el que grasa(s) fundida(s), opcionalmente nezcladas con 
dcido graso libre fundido se pone(n) en contacto con. una 
preparaci6n de lipasa inmovilizada producida poniendo on 

contacto una soluci6n acuosa de la lipasa microbiana con 
una resina de intercaiabio ani6nico d^bil, macroporosa y er: 
forma de partlculas que contiene grupos amino, priinarios 
y/o secimdarios y/o terciarios y que exhibe \m tamano 
de partlcula medio relativamente grande adecuado para la 
operaci6n en coiumna sin una caida de presidn excesiva, 
en condiciones, en las cuales la lipasa se une a la resi- 
na de cambio anidnico durante un periodo de* tiempo sufi- 
ciente para fijar la cantidad deseada de lipasa en la re- 
sina de- cambio anionico, tras lo cual la lipasa inmovi- 
lizada- asl formada se separa de la fase acuosa y la lipa- 
sa inmovilizada se seca hasta un contenido de humedad de 
entre aproximadamente y 40^ , realizandose la reaccidn de 
interesterificacidn sin disolvente u 'otros agentes auxiliji 
res costosos o sustancialmente sin disolvfentes u otros 
agentes auxiliares costosos. 

2^.- M^todo segun la reivindicacidn 1^, en 
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-el que la lipase es larxa lipasa termoe stable . 

3si«- M^todo segdn la reivindicacidn 1§ o 2^, 
en el que la. lipasa microbiana se deriva de. una especic 
term6fila de Mucor , especialmente Mucor miehei > 

4- .- Mdtodo segtia las reiviadicaciones 1^ a 

3- , en el que m^s del 90^ de las particvilas de la resina 
de cambio anidnico macroporosa y d^bil tiene vin tamano de 
partlcula entre 100 y 1000 micrdmetros, preferiblenente 
entre aproximadamente 200 y 400 micrdmetros, 

5- «- Mdtodo segiin las reivindicaciones 3.^ a 

4- , en el que la proporcidn entre la caritidad de .la solu- i 
cidn acuosa de la lipasa microbiana y el peso de la resina 
de cambio anidnico ddbil corresponde a 5000-50000 unidades 
de lipasa/ gramo de resina de cambio idnico (peso seco). 

^ • . 6^,- Hdtodo segun la reivindicacidn 3^, en 
el que el pK durante el contactq entre la resina de cambio 
idnico y Ija solucidn acuosa estd entre 5 y 7. 

7-.-^ Mdtodo seg\5n las reivindicaciones 1^ a 
6^, -en el que el tiempo de contacto esta entre 0,5 y 8 bo- 
ras. 

8^.- Mdtodo segun las reivindicaciones 1^ a 
7-, en el que la separacidn se realiza por simple filtra- 
cidri. 

9-«- Mdtodo segun las reivindicaciones 1^-8^ 
en el que el secado se realisa hasta un contenido de agua 
entre 5 y 205^. 

10^ Mdtodo segun las reivindicaciones 1^- 
-9-» eh el que la resina de cambio anidnico ddbil, m.acro- 
porosa, en forma de partxculas se reune con tma solucidn 
acuosa de un agente reticulante, preferiblemente una solu- 

■ i 
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cx6n de glutar aide hid o acuoso en una concentracidn entre 
G,l y 1,0^ en peso/peso, . antes, durante o despuds del con- 
tact o entre la resina de cambio ani6nico d^bil macroporo 
sa, en forma de partlculas y la solucidn acuosa de la li- 
pasa raicrCbiana, tras lo cual. se separa la.solucidn res- 
tante de agente de reticulaci<5n« 

lia,- »»MBTODO PARA INTEHESTERIPICAR GRASAS". 

Tal y como se ha descrito en la Memoria que 
antecede, representado en los dibujos que se acompanan y 
con los fines que se han e specific ado. 

Esta Memoria consta de treinta y siete hojas 
escritas a mdquina por una sola cara* 
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